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(57) Zusammenfassung: Gegenstand der Erfindung sind Verfahren und Assays zum Nachweis von Protein-Protein Wechselwir- 
kungen und zum testen von Wirkstoffen in Expressionssystemen wie Zellen, wobei ein Protein I mit einem Protein II interagiert, 
wobei ein Transfer des Protein I in ein Zellkompartiment erfolgt, in dem sowohl Protein I als auch Protein II naturlicherweise nicht 

£^ vorkommen, und bei Nachweis von Protein II in dem Kompartiment, in das Protein I transferiert wurde, eine Wechselwirkung zwi- 

^ schen Protein I und Protein II festgestellt wird. 
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Methode und Screening-Verfahren zum Nachweis von reversiblen 
Protein-Protein Wechselwirkungen 



Die vorliegende Erfindung liegt auf dem Gebiet der Zellbiologie und 
beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von Protein-Protein 
Wechselwirkungen sowie ein Assay zum Testen von Wirkstoffen, die auf 
Protein-Protein Wechselwirkungen einwirken. Der Nachweis solcher 
Protein-Protein Wechselwirkungen ist fur die Aufklarung zellularer 
Prozesse von groBem Interesse. AuBerdem ist es aus pharmazeutischer 
Sicht von zunehmender Bedeutung, Substanzen zu ermitteln, die solche 
Wechselwirkungen beeinflussen. Dabei gewinnen zunehmend Screening- 
Verfahren an Bedeutung, bei denen in groBem MaBstab Wirkstoffe 
getestet werden. Diese mussen moglichst effektiv und kostengunstig 
sein und sollen in einem moglichst fruhen Stadium der 
Wirkstoffforschung eingesetzt werden. 

Protein-Protein Wechselwirkungen sind von zentraler Bedeutung fur eine 
Vielzahl von zellbiologischen Vorgangen und liegen so unterschiedlichen 
Prozessen wie Rezeptor-Liganden Interaktionen, Signaltransduktions- 
kaskaden, der Genexpression sowie einer Reihe anderer Prozesse 
zugrunde, wie beispielsweise Zelladhasionsphanomenen, Antigen- 
Antikorper Interaktionen und vielen weiteren mehr. In diesem Sinne 
wird die Physiologie einer Zelle weitestgehend durch Protein-Protein 
Wechselwirkungen bestimmt. Dies impliziert aber auch, dass selbst 
geringfugigste Storungen von Protein-Protein Wechselwirkungen 
weitreichende Folgen fur die normale Funktion einer Zelle haben konnen 
und somit auch Ursache fur die Entstehung von Krankheiten sein 
konnen. Vor diesem Hintergrund ist es von zunehmendem Interesse, 
Methoden zu entwickeln mittels derer Protein-Protein Wechselwirkungen 
identifiziert und moglichst komplett analysiert werden konnen, und 
aufbauend darauf Verfahren zu entwickeln mit denen Substanzen 
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identifiziert werden konnen, die fur therapeutische Applikationen mit 
Protein-Protein Wechselwirkungen interferieren. 

Bei solchen Verfahren werden groBtenteils automatisierte Massentestun- 
gen von Substanzbibliotheken auf einen biologischen Effekt gegen ein 
molekulares Zielprotein durchgefuhrt. Durch fortschreitende Miniaturi- 
sierung und verfeinerte Detektionstechniken erhoht sich der mogliche 
Probendurchsatz kontinuierlich, so dass mittlerweile der Begriff "High 
Throughput Screening" (HTS) verwendet wird. 

Bei der zu testenden biologischen Aktivitat eines Zielproteins handelt es 
sich zumeist urn eine enzymatische Aktivitat oder aber um die Fahigkeit, 
einen Effektor zu binden (Silverman et al, 1993). Zur Detektion einer 
Protein-Protein Wechselwirkung oder der Wirkung einer Substanz auf 
das AusmaB einer Protein-Protein Wechselwirkung konnen verschiedene 
Verfahren eingesetzt werden, die sich zur Anwendung in vivo und/oder 
in vitro eignen. Generell zeichnet sich hierbei als Trend die Abkehr von 
radioaktiven hin zu fluoreszenzbasierten Methoden ab, die eine 
schnellere und prazisere Auswertung ermoglichen und gleichzeitig die 
Miniaturisierung eines Testverfahrens nicht limitieren. 

Eine gangige Methode hierzu nutzt einen Energietransfer-Prozess 
zwischen den beiden Partnerproteinen aus, den sogenannten FRET- 
Effekt (fluorescence resonance energy transfer) (Clegg, 1995). Hierzu 
werden beide Proteine mit aufeinander beziiglich der Absorptions- und 
Emissionswellenlangen abgestimmten Fluorophoren versehen. Das 
Emissionslicht des einen Farbstoffs kann nun von dem anderen Farbstoff 
absorbiert werden, so dass langerwelliges Licht emittiert wird. Der FRET- 
Effekt 1st aber nur dann moglich, wenn beide Proteine aneinander 
gebunden sind, so dass sich die Fluorophore in unmittelbarer Nahe 
zueinander befinden. Der Vorteil dieses Verfahrens ist die prinzipielle 
Anwendbarkeit in vivo mit verschiedenen Varianten des genetisch 
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codierten Fluorophors GFP (green fluorescent protein) (Mitra et al, 
1996). Nachteil ist die Tatsache, dass sich der FRET-Effekt nur bei 
optimaler raumlicher Orientierung der beiden Fluorophore einstellt, die 
fur ein Proteinpaar nur empirisch und unter groBem Aufwand erreicht 
werden kann. 

Eine zweite Methode ist die Fluoreszenz Polarisations-Spektroskopie 
(Nasir & Jolley, 1999). Werden fluoreszierende Molekule in Losung mit 
polarisiertem Licht angeregt, so hangt das AusmaB, mit der das 
emittierte Licht diese Polarisation beibehalt, von der Schnelligkeit der 
Rotationsbewegung des Molekuls wahrend der Fluoreszenz-Lebenszeit 
ab. Da diese Rotationsgeschwindigkeit und damit der Verlust an 
Polarisation umgekehrt proportional zum Molekulargewicht ist, kann 
dieser Effekt zur Unterscheidung eines freien Proteins von einem 
komplexierten Protein verwendet werden (Lynch et al, 1997). Eine 
Anwendung ist nur in vivo praktikabel. 

Eine weitere Moglichkeit zur Detektion einer Protein-Protein- 
Wechselwirkung ist die Fluoreszenzkorrelations-Spektroskopie (FCS) 
(Eigen & Rigler, 1994), die prinzipiell auch in einem zellbasierten System 
einsetzbar ist. Hierbei definiert ein fokussierter Laserstrahl eine sehr 
kleine Volumeneinheit. Gemessen wird nun die Verweildauer einzelner 
Molekule, die dieses Volumen passieren. Der Wert ist abhangig von der 
Diffusionsgeschwindigkeit des Molekuls, die wiederum umgekehrt 
proportional zum Molekulargewicht ist. Ein Fluorophor in einem binaren 
Komplex wiirde also durchschnittlich eine langere Zeit zur Passage der 
Volumeneinheit benotigen und daher langer fluoreszieren als ein freies 
Fluorophor. 

Zellbasierte Testsysteme werden zunehmend attraktiver fur den Einsatz 
im High-Throughput-Screening (Silverman et a/, 1998). Trotz der 
groBeren Herausforderung an die Automatisierbarkeit, 
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Miniaturisierbarkeit und Messtechnologie haben sie den bedeutenden 
Vorteil gegenuber in vitro Assays, dass sich die Zielproteine in einer 
biologischen Umgebung befinden, die weitgehend der normalen 
physiologischen Situation entspricht. In vivo Systeme lassen daher 
bereits beim Primarscreening eingeschrankte Aussagen Qber 
Bioverfugbarkeit, pharmakokinetisches Verhalten und Toxizitat einer 
Substanz zu. Dies bedeutet Zeit- und Kostenersparnis. 

In vivo ist bislang noch kein universell anwendbarer und zugleich 
praktikables Bindungsassay etabliert worden, mit dem ein beliebiges 
Proteinpaar untersucht werden kann. Die FCS-Technik konnte dies 
zukunftig leisten, hat aber bislang noch nicht das Stadium breiter 
Anwendbarkeit erreicht und ist zudem instrumentell sehr aufwendig. Bei 
alien gangigen in vivo Methoden mussen beide Proteine unmittelbar 
hintereinander geschaltete Komponenten eines Signalwegs sein, dessen 
biologischer Effekt zur Detektion der Wechselwirkung ausgenutzt werden 
kann. Hierzu gehoren die Ausschuttung von niedermolekularen 
Botenstoffen wie Calciumionen, cAMP und Inositoltriphosphat, deren 
Konzentrationsanderungen nach Aktivierung der entsprechenden 
Signalwege durch die Bindung beider Partnerproteine gemessen werden. 

Fiihrt der aktivierte Signaltransduktionsweg zur Transkription eines 
definierten Gens, so kann ein Reportergenassay durchgefuhrt werden. 
Hierbei wird ausgenutzt, dass das AusmaB der Bindung beider Proteine - 
so ist zumindest die Hypothese - mit dem AusmaB der Aktivierung des 
Signalwegs und damit mit der Transkriptionsrate des entsprechenden 
Gens korreliert. Wird dessen Promotorsequenz mit der codierenden 
Sequenz eines Reportergens fusioniert, so kann stellvertretend die 
Expressionsrate des Reporterproteins gemessen werden. Ein solches 
Verfahren ist zum Beispiel das "Two-Hybrid-Verfahren" (Yang et al., 
1995), bei dem die Interaktion zweier Proteine in Hefezellen getestet 
wird. 
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Der Nachteil der gangigen Zell-basierten Verfahren ist die Tatsache, 
dass die Bindung der beiden Partnerproteine nicht unmittelbar detektiert 
wird, sondern stets ein nachgeschalteter Effekt. Unspezifische 
Wechselwirkungen sowie der Einfluss anderer Signalproteine kann die 
Anzahl falsch positiver Ergebnisse erhohen. Es kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass Signalkomponenten blockiert wurden, die 
erst nach den beiden zu untersuchenden Partnerproteinen innerhalb des 
Signalwegs geschaltet sind. Bei den Reportergen-Assays ergibt sich 
aufgrund der Genexpression zudem eine langere Zeitspanne, bis ein 
Effekt detektierbar ist. 

Es wurde versucht, die Nachteile der oben beschriebenen Techniken 
durch Translokationsassays zu uberwinden. Dabei wird der Transfer 
eines fluoreszenzmarkierten Proteins in einen subzellularen Bereich wie 
die Plasmamembran verfolgt (Barak et al, 1997). Das markierte Protein 
kann dann in seiner neuen Umgebung direkt visualisiert werden, ohne 
dass es erforderlich ist, einen Signalweg zu aktivieren. 

Ein soiches Translokationsassay wurde von Schneider et a/. (1999, 
Nature Biotechn. 17, pl70-175) entwickelt. Dabei werden in einer Zelle 
zwei Fusionsproteine expremiert. Das erste enthalt eine potentielle 
Interaktionsdomane und ein Kernlokalisierungssignal, das zweite eine 
potentielle Interaktionsdomane und eine GFP-Domane. Beide Proteine 
werden im Zytosol synthetisiert, wonach das erste Protein aufgrund 
seiner Signalsequenz in den Kern wandert. Wenn es jedoch durch die 
Interaktionsdomanen im Zytosol an das zweite Protein bindet, so wird 
das zweite Protein mit in den Kern transferiert und kann wegen der 
Fluoreszenz der GFP-Domane dort nachgewiesen werden. Diese Technik 
ermoglicht es, Wechselwirkungen zwischen Proteindomanen in vivo zu 
ermitteln. Allerdings ist die Anwendbarkeit dieses Assays sehr stark 
eingeschrankt: Der Transport von Proteinen aus dem Zytosol in den 
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Zellkern erfolgt uber den sogenannten Kernporenkomplex, einen 
membranubergreifenden Multiproteinkomplex aus acht Kopien von ca. 
100 verschiedenen Proteinen (bei den hoheren Eukaryoten) mit einem 
molekularen Gesamtgewicht von 125 MDa (Doye & Hurt, 1997;Obno er 
a/, 1998;Gorlich & Kutay, 1999). Der Kerntransport erfolgt dabei nicht 
nur durch Zielsteuerung der Proteine mit Kernlokalisierungssignalen, 
sondern auch durch Diffusion (Talcott & Moore, 1999). Die Architektur 
des Kernporenkomplexes erlaubt prinzipiell Proteinen mit einem 
Durchmesser von bis zu ca. 9 nm den Durchlass durch Diffusion (Paine 
er a/, 1975;, was je nach Globularitat des Proteins einem 
Molekulargewicht von 30-60 kDa entspricht. Beim aktiven, 
signalvermittelten Transport kann die Kernpore infolge umfangreicher 
Konformationsanderungen auf bis zu 25 nm geoffnet werden, so dass 
Partikel bis zu einer Masse von 25-50 MDa transportiert werden konnen. 
Somit kann das beschriebene Kerntranslokationsassay nur durchgefuhrt 
werden, wenn das zweite Protein als Fusion aus GFP und einem 
potentiellen Interaktionsprotein eine ausreichende GrdBe aufweist. 
Anderenfalls wurde das Protein auch passiv in den Kern diffundieren, 
sowie nach erfolgter Translokation wieder aus dem Kern hinaus 
diffundieren. Die Beschrankung auf groBe Fusionsproteine ist 
insbesondere unvorteilhaft, weil die in vivo Expression von artifiziellen 
Proteinen umso fehleranfalliger ist, je groBer diese sind. Insbesondere 
werden bei groBen Proteinen aus mehreren Domanen haufig 
Faltungsschwierigkeiten beobachtet. 

Das der Erfindung zugrundeliegende Problem ist es, ein Verfahren zur 
Bestimmung von Protein-Protein Wechselwirkungen bereitzustellen. 
Dieses Verfahren soil in vivo durchfuhrbar sein und die IMachteile der 
Verfahren nach dem Stand der Technik uberwinden. Insbesondere 
besteht das Problem darin, ein Verfahren bereitzustellen, das den 
direkten Nachweis einer Wechselwirkung ermoglicht, und daher keinen 
indirekten Nachweis uber einen zusatzlichen Signalweg benotigt. 
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AuBerdem soli das Verfahren fur Proteine, Proteindomanen und Peptide 
beliebiger GroSen anwendbar sein, und geeignet sein, im Rahmen von 
Assays eine groBe Anzahl von Interaktlonspartnern oder von 
Substanzen, die die Protein-Protein Interaktion beeinflussen konnten, 
durchzutesten. 

Das Problem wird erfindungsgemaB gelost durch ein Verfahren zum 
Nachweis von Protein-Protein Wechselwirkungen in Expressionssystemen 
wie Zellen, wobei ein Protein I mit einem Protein II interagiert, wobei ein 
Transfer des Protein I in ein Zellkompartiment erfolgt, in dem sowohl 
Protein I als auch Protein II nattirlicherweise nicht vorkommen, und bei 
Nachweis von Protein II in dem Kompartiment, in das Protein I 
transferiert wurde, eine Wechselwirkung zwischen Protein I und Protein 
II festgestellt wird. 

Das Zellkompartiment, in das der Transfer erfolgt, ist bevorzugt der 
Nukleus. Weitere zellulare Kompartimente sind das Endoplasmatische 
Reticulum, der Nukleolus, die Lysosomen, der Golgi-Apparat, die 
Dictyosomen, Mitochondrien, Chloroplasten, Peroxisomes Vakuolen, 
Endosomen, ein periplasmatischer Raum oder eine Membran. 

Der Transfer des Protein I erfolgt vorzugsweise durch eine 
Signalsequenz, insbesondere durch eine Kernlokalisationssequenz. Das 
Protein II weist vorzugsweise ein Exportsignal, insbesondere ein 
Kernexportsignal auf. Weiterhin ist Protein II in einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform ein Fusionsprotein mit einem fluoreszierenden Protein, 
bevorzugt GFP. 

Zellu|are Expressionssysteme umfassen, unter anderem, primare Zellen 
oder immortalisierte Zelllinien. Ein zellulares Expressionssystem kann 
vorzugsweise aus Zellen von Saugetieren, wie z.B. Zellen menschlicher 
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Herkunft, oder Zellen von Nagetieren (Maus, Ratte), aber auch aus 
anderen eukaryontischen Zellen, wie z.B. pflanzlichen Zellen, bestehen. 

ErfindungsgemaB wird die Protein-Protein Wechselwirkung bevorzugt 
durch spektroskopische Detektion, Fluoreszenzdetektion, Colorimetrie 
oder Radiometrie nachgewiesen. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Assay unter Verwendung des 
erfindungsgemaBen Verfahrens, wobei Substanzen hinzugefugt werden, 
die moglicherweise mit der Protein- Protein Wechselwirkung interferieren. 
Somit sind das erfindungsgemaBe Verfahren und das Assay geeignet, 
Proteine oder Substanzen in groBem MaBstab durchzutesten (screenen, 
HTS), die potentiell Protein-Protein Wechselwirkungen beeinflussen oder 
an diesen partizipieren. Dariiber hinaus ist das erfindungsgemaBe 
Verfahren dazu geeignet, mutmaBliche Protein-Protein Wechselwir- 
kungen zu uberprufen. Aufgrund der hohen Sensitivitat des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens ist es auch moglich, dosis-abhangige Wirkungen 
von chemischen Substanzen auf Protein-Protein Wechselwirkungen zu 
untersuchen. 

Uberraschenderweise kann durch die Verbindung des Proteins II mit 
einem Kernexportsignal erreicht werden, dass ein Kernlokalisie- 
rungsassay in vivo mit Proteinen, Domanen oder Peptiden beliebiger 
GroBen durchgefuhrt werden kann. Es wurde gefunden, dass bei 
Verwendung eines solchen Fusionsproteins als Protein II das Problem 
der unerwiinschten Diffusion von Protein II in und (nach erfolgtem 
Transfer) aus dem Zellkern vermieden wird. Die erhaltenen Signale sind 
bei Verwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens und Assays 
auBergewohnlich kontrastreich. Somit lassen sich auch viel besser 
Untersuchungen durchfuhren, bei denen Wirkstoffe durchgetestet oder 
differentielle Unterschiede der Bindungsstarke quantitativ ermittelt 
werden. 
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Ziel dieser Erfindung war es, verschiedene Konstrukte der onkogenen 
Variante G12V von Ras und der Ras-bindenden Domane der Raf-Kinase 
(RafRBD) herzustellen, die eine Fluoreszenzmarkierung erlauben bzw. 
mit dem genetisch kodierten Fluorophor GFP {green fluorescent protein) 
fusioniert sind und fur Lokalisationsstudien und Translokationsstudien in 
der Zelle verwendet werden konnen. Schwerpunkt sollten 
Untersuchungen zur Translokation von Ras- und RafRBD-Konstrukten in 
den Zellkern sein. Ras sollte durch Fusion mit einem 
Kernlokalisationssignai (nuclear localization signal, NLS) zur 
Akkumulation im Zellkern befahigt werden und damit in der Lage sein, 
RafRBD in den Zellkern zu transportieren. Hiernach sollte RafRBD ein 
Kernexportsignal (nuclear export signal, NES) erhalten. Die zentrale 
Fragestellung dabei lautete: Welche Faktoren bestimmen die 
subzellulare Lokalisation zweier hochaffiner Partnerproteine, die ein NLS 
und ein NES tragen? Lasst sich die Zielsteuerung dieser Proteine, die 
Lokalisations-Sequenzen enthalten, durch Variation dieser Faktoren 
manipulieren? Eine weitere Aufgabe war es zu uberprufen, ob sich mit 
Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie eine scharf abgegrenzte Kolokalisation 
von Ras und einem RafRBD-GFP-Fusionsprotein an der Plasmamembran 
darstellen lasst. Hierdurch sollte die Grundlage fur die Visuallsierung 
Ras-abhangiger Signaltransduktion geschaffen werden, die mit der 
Translokation von Raf einhergeht. Als Praxisbezug bestand die 
Uberlegung, mit einem nukleo-cytoplasmatischen oder membran- 
cytoplasmatischen Translokationssystem einen auf Fluoreszenz 
basierenden Ras-RafRBD-Bindungsassay in der lebenden Zelle zu 
etablieren. Es besteht Interesse an dem Einsatz eines solchen 
zellbasierten Testsystems in einem sog. High-Throughput Screening 
(HTS), also einem automatisierten Testverfahren mit hohem 
Probendurchsatz zur Suche nach Substanzen, die die Interaktion von 
onkogenem Ras und Raf blockieren oder alternativ die GTPase-Aktivitat 
von onkogenem Ras stimulieren konnen. Eine wichtige Anforderung an 
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eine solche automatisierte Testmethode ist neben einem moglichst 
geringen praparativen Aufwand die Notwendigkeit der prazisen und 
verlasslichen Unterscheidbarkeit der beiden Situationen, in denen die 
Interaktion zwischen Ras und RafRBD entweder unbehindert oder aber 
geschwacht ist. 

Untersuchungen der Kern-Transport-Signale: 

Es wurde konstitutiv aktives H-Ras (G12V-Mutante) verwendet, bei 
welchern das C-terminale CAAX-Motiv, dass fur die Anlagerung an die 
Plasmamembran (aa 1-174) verantwortlich ist, sowie die Ras- 
Bindedomane von c-Rafl (RafRBD, aa 51-132) fehlt. RafRBD bindet mit 
Affinitat im nanomolaren Bereich an Ras-GTP und ist ausreichend aber 
notwendig fur die Ras-Raf Interaktion (Scheffler et al., 1994; Herrmann 
et al., 1995). Um Ras gerichtet in den Kern zu transportieren, wurde ein 
modifizierter pcDNA3 Vektor (Invitrogen) konstruiert, der die Expression 
eines Proteins nach Wahl ermoglichte, das an eine 22 Aminosauren 
umfassende Sequenz fusioniert ist, die das allgemein verwendete Kern- 
Lokalisations-Signal (NLS), abgeleitet aus dem simian virus 40 large 
tumor antigen (SV40 T-ag), und eine vorhergesagte 
Phosphorylierungsstelle fur Caseinkinase II (Serlll/112), fur die 
gezeigt worden war, dass sie den Kernimport von SV40 T-ag stark zu 
erhoht, enthalt. Die RafRBD Sequenz wurde in den pEGFP-Cl Vektor 
(Clontech) eingesetzt. Um das GFP-RafRBD in das Zytosol zu dirigieren, 
wurde das gut charakterisierte Kern-Export-Signal (NES), abgeleitet aus 
dem HIV Rev Protein (Fischer et al., 1995), an das C-terminale Ende 
fusioniert. Die Expression der verwendeten Konstrukte in NIH3T3 
Fibroblasten wurde durch Western Blot Analysen bestatigt (Fig. 2A and 
2B). Die Konstrukte fur Ras und RafRBD wurden entweder allein oder 
zusammen transient exprimiert und die intrazellulare Lokalisation der 
Proteine 12-48 Stunden nach der Transfektion mit Hilfe eines konfokalen 
Lasermikroskops untersucht. Hierbei konnte die Funktionalitat beider 
Signale, NLS und NES, gezeigt werden (Fig. 2C). Ras(G12V)-NLS 
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(genauso wie wt-Ras-NLS) aber nicht ein Kontrollkonstrukt, dem das 
NLS fehlt, ist vollstandig im Kern akkumuliert. GFP-Raf-RBD-NES war 
ausschlieBlich im Zytosol lokalisiert. Ein Konstrukt ohne NES zeigte eine 
gleiche Verteilung der Fluoreszenz wie GFP, etwas starker akkumuliert 
im Kern. Aufgrund dieser unvorteilhaften Eigenschaften des GFP, ist die 
Verwendung eines einzelnen NLS in elnem Transiokationssystem nicht 
ausreichend, eine klare, interaktionsabhangige Unterscheidung der 
Fiuoreszenzintensitaten zwischen Kern und Zytosol zu erzeugen. Die 
gemeinsame Transfektion von Ras(G12V)-NLS und GFP-RafRBD fuhrt zu 
einer vollstandig deckungsgleichen Lokalisation beider Proteine innerhalb 
der Kerns, was vermuten laBt, dass beides, die Ras*RafRBD Interaktion 
und das verwendete NLS stark genug sind fur eine vollstandige Kern- 
Trans-Lokalisation des GFP-RafRBD. Unerwartet fuhrte die gemeinsame 
Transfektion von Ras(G12V)-NLS und GFP-RafRBD- NES nicht zu einer 
Translokation des Letzeren in den Kern. Vielmehr war GFP-RafRBD- NES 
vollstandig im Zytosol lokalisiert, trotz der andauernden Anwesenheit 
von Ras(G12V)-NLS innerhalb des Kerns. Aus diesen Experimenten ist zu 
schlieBen, dass das verwendete NES uber die Starke der Protein-Protein 
Interaktion dominiert. Deshalb wurde die Starke des Kern-Export- 
Signals im GFP-RafRBD- NES fein abgestimmt. 

Feinabstimmung des NES Signals: 

Zhang and Dayton (1998) hatten eine Reihe von Rev Protein Klonen, die 
an verschiedenen Positionen innerhalb des NES zufallig mutiert waren, 
erzeugt und deren abgeschwachte Kern-Export-Aktivitat bestimmt. Es 
wurden funf unterschiedlich mutierte NES Sequenzen, die ungefahr 50, 
30, 16, 8 und 2% Kern-Export-Aktivitat im Vergleich zum wt-Rev 
zeigten, ausgewahlt. Diese wurden in die Sequenz des GFP-RafRBD- NES 
eingebaut (Fig. 3A). Die gemeinsame Transfektion von Ras(G12V)-NLS 
und den mutierten GFP-RafRBD-NES-Konstrukten zeigte, dass eine 
Reduktion der Exportaktivitat auf 8% die GFP Fluoreszenz noch im 
Zytosol akkumulieren lieB und einer Anziehung des nuklearen 



WO 02/052272 



PCT/EP01/15265 



- 12 - 

Ras(G12V)-NLS entgegenwirkte. Einzig GFP-RafRBD-NES2%, mit einer 
deutlich abgeschwachten Exportaktivitat war vollstandig innerhalb des 
Kernes mit Ras(G12V)-NLS deckend lokalisiert (Fig. 3B). Einzeln 
transfiziertes GFP-RafRBD-NES2% war gleichmaBig im Kern und Zytosol 
verteilt, und zwar signifikant weniger stark angereichert innerhalb des 
Kern als GFP-RafRBD ohne NES. Die anderen GFP-RafRBD-IMES Mutanten 
mit 8% Oder hoherer Exportaktivitat waren vollstandig innerhalb des 
Zytosols lokalisiert. Diese Experimente verdeutlichten, dass GFP- 
RafRBD- NES2%, aufgrund seines relativ geringen Molekulargewichtes 
von 38 kDa, einem ausbalanzierten Gleichgewicht zwischen schwachem 
signalgesteuerten Kernexport und freier Diffusion durch den 
Kernporenkomplex unterliegt. 

Kontrolle der freien Diffusion des NES Konstrukts: 

Urn die freie Diffusion von RafRBD zu minimieren und dabei den Readout 
des Assays zu optimieren wurde, das Molekulargewicht von GFP-RafRBD- 
NES durch das Hinzufugen von zwei weiteren GFP Einheiten erhoht. 
Trotz seines Molekulargewichts von 84 kDa, das eine Diffusion in den 
Kern verhindern sollte, fand sich GFP3 immer noch signifikant 
angereichert im Kern. Dieser Umstand weist darauf hin, dass GFP ein 
kryptisches NLS enthalt (Fig. 4A-C). Die Expression von GFP3-RafRBD- 
NES2% resultierte in der erwarteten Anreicherung im Zytoplasma. Nach 
Kotransfektion mit Ras(G12V)-NLS wurde in der Tat eine Kolokalisation 
beider Proteine im Kern beobachtet; Mit diesen zwei Konstrukten von 
Ras und RafRBD ist man in der Lage, den gewunschten Readout, wie in 
Fig. 1 dargestellt, zu erreichen. Urn herauszufinden, ob die Translokation 
von RafRBD in den Kern durch aktiven Transport des Ras-NLS*GFP- 
RafRBD Komplexes vermittelt wird, oder eher durch die Diffusion von 
RafRBD durch den Kernporenkomplex und anschlieBendes Trappen durch 
nukleares Ras-NLS, wurde ein GFP-Fusionskonstrukt mit vollstandigem 
c-Rafl verwendet. Sollte Diffusion der alleinige Transportmechanismus 
sein, sollte nach Koexpression mit Ras-NLS keine Kernlokalisierung von 
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GFP-Raf-NES2% beobachtet werden, weii Rafl ein groBes 80 kDa Protein 
ist, das mit weiteren regulatorischen Proteinen kompiexiert ist (Morrison 
& Cutler, 1997). Koexprimiertes GFP-Raf-NES2% war vorwiegend im 
Kern akkumuliert (Fig. 4C) und deshalb kann gefolgert werden, dass die 
Translokation durch aktiven Transport des Ras-Raf Komplexes vermittelt 
wird. Diese Daten zeigen ebenso, dass der Translokationsassay auch fur 
die Untersuchung von Ras und Raf und moglicherweise auch fur die 
Regulation der Raf Aktivitat in Saugerzellen geeignet ist. 

^Correlation zwischen Komplexaffinitat / Komplexkonzentration und 
Kernfluoreszenz: Um Ras-Raf Affinitat mit dern AusmaB der 
Kernakkumulation von GFP-RafRBD zu korrelieren, wurde ein Set von 
RafRBD Mutanten verwendet. Hierzu muBten Kern- und Zytoplasma 
Fluoreszenzintensitaten quantifiziert werden. Fruhere Untersuchungen 
mit diesen Mutanten ergaben, dass die Affinitat der Ras-RafRBD 
Interaktion in vivo mit der MAP Kinase Signaltransduktionskaskade in 
Verbindung gebracht werden kann. Wie erwartet, war RafRBD(R89L) mit 
einer ~10 4 -fachen Reduktion in der Affinitat nicht kolokalisiert mit 
Ras(G12V)-NLS und zeigte die gleich niedrige Fluoreszenzintensitat 
innerhalb des Kerns wie alleine exprimiertes RafRBD. Da es zur Zeit 
keinen effektiven Antagonisten der Ras-Raf Interaktion gibt, simuliert 
die Kotransfektion dieser Mutante den Readout der fur eine komplette 
Inhibition dieser Interaktion erwartet wird. Mit abnehmender Ras- 
RafRBD Affinitat erniedrigt sich die durchschnittliche Prozentigkeit der 
Kernfluoreszenz, wie fur die RafRBD Mutanten K65M, N64A, V69A, T68A, 
R59A, Q66A und K84A gezeigt (Fig. 5A and 5B). Allein exprimiert zeigten 
diese RafRBD Konstrukte dieselbe Akkumulation im Zytoplasma wie die 
Wildtyypform. Im Gegensatz dazu waren die allein exprimierten 
Mutanten K65A, K65E und R67A im Kern signifikant angereichert und 
konnten deshalb nicht fur Vergleichstudien herangezogen werden. Diese 
durch nur eine einzige Aminosaureveranderung verursachte 
Verschiebung in der subzellularen Lokalisation konnte durch die 
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abgeschwachte Bindung des Exportkomplexes zu seinem Cargo zustande 
kommen. Diese Untersuchungen machen deutlich, dass der anscheinend 
niedrigere Detektionslevel des beschriebenen Assays mit einer 5-fachen 
Reduktion in der Ras-Raf Affinitat korrespondiert und potentiell mit 
stabil transfizierten Zelllinien und einer optimierten 
Quantifizierungssoftware weiter verbessert werden kann. 

Der primare Defekt von onkogenen Ras Mutanten ist deren Unfahigkeit, 
sowohl in der Gegenwart als auch Abwesenheit von GTPase- 
aktivierenden Proteinen (GAPs), GTP zu hydrolysieren. Unter 
Berucksichtigung, dass der katalytische Effekt der GTPase Stimulation 
durch GAPs mit der Beteiligung eines Arginin-Fingers von GAP 
zusammenhangt, wurde argumentiert, dass die Stimulation der GTPase 
Reaktion von onkogenem Ras in Ras-abhangigen Tumoren ein anti-Krebs 
Zielmolekul darstellen wurde (Scheffzek et al., 1997). Neuerltche 
Untersuchungen mit einem GTP Analogon haben die Idee unterstutzt, 
dass kleine Molekuie, die die GTPase Reaktion induzieren wurden, 
bevorzugte Leadstrukturen fur die Medikamentenentwicklung sein 
wurden. Von daher stellt sich die Frage, ob der GFP-RafRBD 
Translokationsassay geeignet ware, urn solche Verbindungen zu 
detektieren. Wenn Wildtyp Ras-NLS mit GFP-RafRBD-NES2% co- 
transfiziert wird, findet sich die GFP Fluoreszenz hoch angereichert im 
zytoplasmatischen Kompartiment (Fig. 5A). Das deutet darauf hin, dass 
wegen GTP-Hydrolyse der Anteil an Komplexbildung zwischen Ras und 
Raf stark reduziert ist und dass der Assay geeignet ist die GTPase 
Reaktion aufzuzeichnen. 



Es wurde gezeigt, dass das erfindungsgemaBe Verfahren es ermoglichte 
eine Protein-Protein Interaktion direkt zu uberwachen (monitoren). 
Ebenfalls wurde untersucht, ob dieses Verfahren allgemein anwendbar 
ist auf andere Protein-Protein Interaktionen. Als Proteinpaare wurden 
Ras und RalGDS, Cdc42 und WASP und Grb2 und Sosl ausgewahlt. Die 
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Expression der in Fig. 6A mit den zugehorigen Molekulargewichten 
dargestellten Konstrukte wurde durch Western Blot Analyse bestatigt 
(Fig. 6B). Wurden Cdc42-NLS (G12V und wt) und Grb2-NLS allein 
exprimiert, so waren sie ausschlieBlich im Kern lokalisiert, wahrend 
GFP3-RalGDSRBD-NES2%, GFP3-WASP-CRIB-NES2% und GFP3-Sosl(0 
ter)-NES2% im Zytosol akkumulierten, Im Gegensatz dazu waren GFP3- 
RalGDSRBD~NES2% vorwiegend, und die anderen zwei GFP- 
Fusionsproteine vollstandig, nach gemeinsamer Transfektion mit ihren 
entsprechenden NLS-enthaltenen Interaktionspartnern (Fig. 6C), im 
Kern lokalisiert. Fur die P49L Mutation innerhalb der N-terminalen SH3 
Domane von Grb2 ist bekannt, dass sie die Interaktion mit Sosl 
verhindert (Chardin et al., 1993). Dieser Sachverhalt konnte bestatigt 
werden durch den Nachweis, dass die Kernlokalisation der GFP- 
Fluoreszenz verhindert wird. Ahnlich zu dem, was fur RafRBD beobachtet 
wurde (Fig. 5), ist wt-Ras-NLS nicht imstande RalGDSRBD deutlich zu 
translozieren, ebenso kann WASP-CRIB von wt-Cdc42-NLS nicht 
umorientiert werden. Diese Daten unterstreichen, dass der 
erfindungsgemaBe Assay es allgemein ermoglicht, zwischen GTPase- 
negativ und wt-Formen von kleinen GTP-bindenden Proteinen zu 
unterscheiden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann fur zell-basierende 
Wirkstoffdurchmusterungssuchmethoden nach Antagonisten von 
Proteininteraktionen angewendet werden und mag, nach entsprechender 
Modifikation, ebenfalls anwendbar sein fur die Suche nach Agonisten. Ein 
enormer Vorteil dieser Methode ist die Moglichkeit, die Interaktion direkt 
und reversibel nachzuweisen, wodurch die Menge an Falschpositiven in 
einer Wirkstoffdurchmusterungssuche betrachtlich reduziert wird. 
Allerdings konnten auch kleine Molekule identifiziert werden, die die 
Kern-Transport-Maschinerie blockieren und so alternativ zu einer 
Abschwachung der nuklearen GFP-Fluoreszenz fuhren wurden. Derartige 
Molekule, die ebenfalls von besonderem Interesse sind, konnten einfach 
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durch Immunnachweis des NLS-enthaltenen Proteins, welches ebenfalls 
nicht mehr im Kern lokalisiert ware, identifiziert werden. Letztendlich 
unterstutzen die einfachen experimentellen Bedingungen des 
erfindungsgemaBen Verfahrens eine einfache automatisierte 
Quantifizierung und hohen Durchsatz. Aufgrund seiner Sensitivitat 
werden mit diesem Verfahren nicht nur quantitative Informationen iiber 
wirkstoffaktive Substanzen, sondern moglicherweise auch 
mechanistische Untersuchungen uber die Proteininteraktionen und deren 
Regulation, z.B. Struktur-Funktionsuntersuchungen durch Anwendung 
von Punktmutationen oder Analyse der Nukleotidhydrolyse von GTP- 
Bindeproteinen, ermoglicht. Eine weitere Anwendung des 
erfindungsgemaBen Verfahrens, unter Verwendung des Prinzips der 
Kern-Zytosol-Translokation, konnte ein alternatives „Sauger-Two- 
Hybrid-Verfahren" zur Verifizierung moglicher Interaktionen oder zur 
Durchmusterungssuche von unbekannten Interaktionspartnern einzelner 
Proteine, oder gar einer kompletten genetischen Expressions-Bibliothek 
sein. 



Abbildungen 

Fig. l: Schematische Darstellung von NIFTY: Ein fluoreszenz-basierter 
Protein-Protein Interaktionsassay auf der Basis einer Kern-Zytoplasma 
Translokation von Reporterfluoreszenz. 

Fig. 2: Konstruktion und Expression von Fusionsproteinen fur die 
Initialstudien. (A) Schematische Darstellung der hergestellten 
Konstrukte. (B) Immunoblots der initialen Konstrukte nach transienter 
Expression in NIH3T3 Zellen. Hierzu wurden Zellysate auf 15% SDS 
Polyacrylamidgelen aufgetrennt, auf Membranen transferiert und mit 
anti-GFP or anti-HA Antikorpern angefarbt. (C) Intrazellulare 
Lokalisierung der initialen Ras und RafRBD Konstrukte nach Expression 
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in NIH3T3 Zellen. Hierzu wurden die Proben mit einem Leica TCS SP2 
konfokalen Microskop und einem 63x Olimmersionsobjektiv gescanned. 
Fur die Immunlokalisierung von HA-markiertem Ras wurden fixierte und 
permeabilisierte Zellen mit anti-HA Antikorpern und Cy5 (Co- 
Lokalisierungsstudien) bzw. Cy3 (Einzelexpression) markierten 
Sekundarantikorpern markiert. Obere Abbildungsreihe: subzellulare 
Lokalisierung von einzel exprimiertem Ras(G12V)-NLS (a), der Ras 
Kontrolle (b), GFP-RafRBD- NES (c), GFP and GFP-RafRBD (d). Unterer 
Abbildungsblock: subzellulare Lokalisierung von Ras(G12V)-NLS nach 
Co-expression mit GFP-RafRBD or GFP-RafRBD- NES. Zu beachten: fur 
jedes Co-expressionsexperiment werden drei Darstellungen gezeigt: 
eine fur das GFP Signal (grun), eine fur das HA-Signal (blau) sowie eine 
uberlappende Darstellung beider Signale. 

Fig. 3: Feinabstimmung der NES Starke. (A) Schematische Darstellung 
des Pools der hergestellten GFP-RafRBD- NES Konstrukte mit 
abgeschwachten Exportsignalen. Veranderungen der Aminosauren des 
NES sind mit rot markiert. Die angegebenen prozentualen NES- 
Aktivitaten beziehen sich auf die Exportaktivitat von NES-mutiertem Rev 
Protein im Vergleich zu Wildtyp-Rev (Zhang & Dayton, 1998). (B) 
Intrazellulare Lokalisierung von GFP-RafRBD- NES2% nach 
Einzelexpression (a) und von Ras(G12V)-NLS und GFP-RafRBD-NES2% 
nach Co-Expression. 

Fig. 4: Feinabstimmung der Eigenschaft von GFP-RafRBD, durch den 
nuklearen Porenkomplex zu diffundieren. (A) Schematische Darstellung 
des Konstrukts GFP3-RafRBD-NES2%. (B) Immunoblots von GFP, GFP2, 
GFP3 and GFP3-RafRBD-NES2% nach transienter Expression in NIH3T3 
Zellen. (C) Intrazellulare Lokalisierung von GFP3, GFP3-RafRBD-NES2% 
(a) and GFP3-Raf-NES2% (b) nach Einzelexpression und von Ras(G12V)- 
NLS nach Co-expression mit entweder GFP3-RafRBD-NES2% oder GFP3- 
Raf-NES2%. Zu vergleichen ist hier die inverse subzellulare 
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Lokalisierung der Reporterfluoreszenz im zweiten und dritten Bild der 
unteren Abbildungshalfte mit jener in Fig. 1. 

Fig. 5: Korrelation der Menge an nuklearer Akkumulation von GFP3- 
RafRBD-NES2% and Ras*RafRBD Affinitat oder Komplexkonzentration. 
(A) Co-expression von Ras(G12V)-NLS mit verschiedenen Konstrukten 
von GFP3-RafRBD-NES2% mit den jeweils angegebenen 
Punktmutationen. Unterer Abbildungshalfte: Co-expression von wt-Ras- 
NLS and GFP3-RafRBD-NES2%. (B) Korrelation der Ras*RafRBD 
Bindungsaffinitat und dem AusmaB an nuklearer Akkumulation von 
Reporterfluoreszenz. Dargestellt ist die relative Kernfluoreszenz gegen 
den Logarithmus der Dissoziationskonstante des wt-Ras*RafRBD 
Komplexes (Block era/., 1997). 

Fig. 6: Generelle Anwendung von NIFTY fur andere interagierende 
Proteine. (A) Schematische Darstellung der generierten Konstrukte. (B) 
Immunoblot Analyse der indizierten Konstrukte nach Expression NIH3T3 
Zellen. (C) Intrazellulare Lokalisierung von einzel expremiertem GFP3- 
RalGDSRBD~IMES2% (a), GFP3-WASP-CRIB-NES2% (b) oder GFP-SOS(C- 
ter)-NES2% (c) oder von den indizierten Konstrukten nach Co- 
expression. 



Beispiel 1 

Die der Erfindung zugrundeliegenden wesentlichen Arbeiten wurden am 
Beispiel des kleinen GTP-bindenden Proteins Ras und seinem 
hauptsachlichen Effektor Protein Raf Kinase durchgefiihrt, obwohl die 
Erfindung auf jedes andere interagiernde Proteinpaar angewandt und 
ausgedehnt werden kann. 

Das Ras-Protein ist ein zentrales Glied verschiedener 
Signaltransduktionswege, die Wachstums- und Differenzierungsprozesse 
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regulieren. Als GTP-bindendes Protein nimmt es die Funktion eines 
regulierten molekularen Schalters ein. Ras wechselt dabei zwischen zwei 
Zustanden, in denen es entweder GTP gebunden hat (Schalterstellung: 
ein), oder das GTP zu GDP hydrolysiert ist (Schalterstellung: aus). Das 
aktivierte Ras kann nun die Serin-Threonin-Kinase Raf {rapid 
fibrosarcoma), den am besten charakterisierten Effektor von Ras, an die 
Plasmamembran rekrutieren, was zur Aktivierung dieser Kinase fuhrt. 
Raf kann nun seinerseits durch Phosphorylierung die Proteinkinase MEK 
(MAPK/Erk-Kinase) aktivieren, die dann wiederum die Proteinkinase Erk 
(extracellular-signal-related kinase) aktiviert. Diese drei in Reihe 
geschalteten Kinasen bilden das sogenannte MAP-Kinase-Modul (fur 
mitogen activated protein). Die Aktivierung dieses Moduls fuhrt zur 
Phosphorylierung mehrerer Transkriptionsfaktoren und schlieBlich zur 
Expression verschiedener Gene (Campbell et al, 1998). 

Die Tatsache, dass in 20-30% aller menschlichen Tumoren 
Punktmutationen im ras-Protoonkogen gefunden werden (Barbacid, 
1987), unterstreicht die bedeutende Funktion von Ras bei der Kontrolle 
des Zellwachstums. Diese Punktmutationen fuhren allesamt zum Verlust 
der GTPase-Aktivitat von Ras, die auch in Gegenwart von GTPase 
aktivierenden Proteinen (GAP) nicht mehr angeregt werden kann. Da der 
Wechsel von der GTP-gebundenen Form zur GDP-Form blockiert ist, 
kommt es zu einer Akkumulation von aktivem Ras und damit zu einem 
permanenten wachsstumsstimulierenden Signal in der Zelle. GroBe 
Anstrengungen wurden unternommen, um die molekularen Grundlagen 
der Schalterfunktion von Ras-Proteinen zu verstehen und gegen 
onkogenes Ras gerichtete Antitumor-Medikamente zu entwickeln. 

Die Interaktion von Raf mit aktiviertem Ras geschieht uber die Ras- 
bindende Domane (RBD) im regulatorischen N-Terminus von Raf (Vojtek 
et al, 1993), die ein unabhangig faltendes, stabiles Modul aus 80 
Aminosauren darstellt (Scheffler et al, 1994). 
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Die isolierte RBD vermag Ras in gleicher Weise GTP-abhangig zu binden 
wie vollstandiges Raf. Zudem sind Ras-Varianten mit Punktmutationen in 
der Effektorregion, die zur Blockierung der biologischen Ras-Aktivitat 
fuhren, gleichfalls nicht in der Lage, mit der RBD zu interagieren. Aus 
diesem Grund wird angenommen, dass die isolierte RafRBD die gleichen 
Eigenschaften hat wie die Domane im intakten Gesamtprotein (Koide er 
al, 1993;Van Aelst etal, 1993;Moodie era/, 1993). 

Experimentelle Durchfiihrung 

Plasmide: pcDNA3-HA-CKII-NLS wurde durch die Inserierung eines 
Hindlll/Kpnl Fragments, welches eine Kozak-Sequenz, ein Startkodon 
und eine Sequenz kodierend fur das Hamagglutinin-Epitop (YPYDVPDYA) 
beinhaltet, und eines EcoRI/XhoI Fragments, welches fur die Casein 
Kinase II Phosphorylierungsstelle (SSDDEATADSQHSST) und der 
Kernlokalisierungssequenz (NLS) (PPKKKRKV) des SV40 T-ag, in die 
Klonierungsstelle des Plasmidvektors pcDNA3 (Invitrogen) erstellt. PCR- 
amplifizierte Sequenzen von H-Ras (aa 1-174), hCdc42 (aa 1-178) und 
hGrb2 wurden in die BamHI/EcoRI-Schnittstelle von pcDNA3-HA-CKII- 
NLS kloniert. Das Ras-Kontrollkonstrukt wurde hergestellt, indem die H- 
Ras Sequenz mit einem Stopkodon in das Plasmid pcDNA3-HA, welchem 
die zweite Sequenzinsertion fehlt, kloniert wurde. Die G12V Mutationen 
wurden mittels gerichteter Mutagenese hergestellt. Ein fur die Ras 
Bindedomane (aa 51-132) kodierendes c-Rafl Fragment wurde mittels 
PCR amplifiziert und in die XhoI/EcoRI-Schnittstelle von Plasmid pEGFP- 
Cl (Clontech) kloniert (pGFP- RafRBD). Urn das Plasmid pGFP-RafRBD- 
NES zu generieren, wurde mittels eines 3'- uberlappenden Primers die 
fur das Kernexportsignal (NES) des Rev Proteins kodierende Sequenz in 
das Plasmid pGFP-RafRBD eingefugt. Punktmutationen innerhalb der NES 
Sequenzen (siehe Abbildung 3A) wurden im gleichen Verfahren 
hergestellt. Das Plasmid pEGFP3-Cl-NES2% ermoglicht die Expression 
von Proteinen mit einer N-terminalen Fusion von drei Einheiten GFP und 
ebenso mit einer C-terminalen Fusion eines attenuierten NES Proteins. 



WO 02/052272 



PCT7EP01/15265 



- 21 - 

PEGFP3-C1-NES2% wurde hergestellt, indem nachtraglich in das pEGFP- 
Cl Plasmid ein Nhel/Agel- und ein Agel/Agel/-Fragment von GFP, 
jeweils eine Kozak-Sequenz beinhaltend, und ein fur ein stark 
attenuiertes Rev protein NES (LPPLERLETLD) kodierendes EcoRI/Pstl- 
Fragment eingefugt wurden. Zur Herstellung der GFP-Fusionskonstrukte 
(siehe Abbildung 6A) wurden PCR-amplifizierte Sequenzen von hRalGDS- 
RBD (aa 788-884), hWASP-CRIB (aa 221-257) und dem Oterminalen 
Bereich von hSOSl (aa 1132-1333) in die XhoI/EcoRI 
Restriktionsschnittstelle von pEGFP3-Cl-NES2% eingefugt. Die 
Konstruktion des Plasmids pGFP3-RafRBD-NES2% erfolgte durch die 
Subklonierung des XhoI/PstI Fragments von pGFP-RafRBD2% in das 
Plasmid pEGFP3-Cl-NES2%. Mutationen in der RafRBD kodierenden 
Sequenz wurden mittels gerichteter Mutagenese erzeugt. Alle Konstrukte 
wurden abschlieSend sowohl vom 5'- Ende als auch vom 3 N -Ende 
ausgehend sequenziert, wodurch die korrekte Basenabfolge bestatigt 
werden konnte. 

Zellkultur, transiente Transfektion und Immunfluoreszenzfarbung: 
NIH3T3 Zellen wurden in mit 10% Kalberserum supplementiertem DMEM 
(Dulbecco's modified Eagle medium) mit Penicillin (1000 IU/ml), 
Streptomycin (1000 yg/m\) bei 37°C und einem C0 2 -Gehalt von 7,5% 
kultiviert. Gleiche Kulturbedingungen herrschten auch fur MDCK und 293 
Zellen. Fur die transiente Transfektion wurden Zellen auf 21x26 mm 
Deckglaschen in 6-well Gewebekulturschalen ausgesaet und bis zu einer 
Konfluenz von 70% kultiviert. Die Transfektion erfolgte mit 
LipofectAMINE PLUS - Reagenz (Invitrogen) nach Anleitung des 
Herstellers unter Verwendung von 0,4 M9 pcDNA3-Plasmid und 0,7 M9 
pEGFP-Plasmid. Fur den immuncytochemischen Nachweis von Proteinen 
wurden die Zellen in Waschpuffer gewaschen (PBS, 0,5 mM CaCI 2 , 0,25 
mM MgCI 2 ), fur 15 min in 3,7% Formaldehyd fixiert und fur 10 min in 
0,1% Triton X-100 in Tris/HCI pH 7,5 und 100 mM NaCI permeabilisiert. 
Nach einer 20 minutigen Inkubation mit 3% BSA wurden die Zellen mit 
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dem primaren Antikorper (Ratte, anti-HA; Sigma) in einer Verdunnung 
von 1:100 fur 1 h inkubiert, anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen 
und mit dem fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikorper (Cy-3 oder 
Cy-5, Ziege, anti-Ratte; Dianova) in einer Verdunnung von 1:100 fur 1 h 
inkubiert. Nach der Inkubation erfolgten drei Waschschritte mit PBS. Die 
Deckglaschen wurden mit Mowiol auf Objekttragern eingebettet. 

Western Blot Analyse: NIH3T3 Zellen auf einer 10 cm - 
Gewebekulturschale wurden 48 h nach Transfektion mit entsprechenden 
Plasmidkonstrukten in Lysepuffer (20 mM Tris/HCI pH 7,5, 150 mM NaCI, 
1 mM EDTA, 0,5% Triton X-100, 0,1% SDS, 1% NaDOC und 
Proteinaseinhibitoren) inkubiert. Die Zellen wurden mit einem 
Gummispatel von den Schalen abgelost. Nach Zentrifugation bei 4°C fur 
10 min bei 22000 g wurde der Qberstand in einer SDS-PAGE 
aufgetrennt. AnschlieBend wurden die elekrophoretisch aufgetrennten 
Proteine auf eine PVDF-Membran ubertragen. Die Membranen wurden im 
Anschluss entweder mit Meerrettich-Peroxidase gekoppeltem Ratten 
anti-HA Antikorper (Sigma) oder mit Kaninchen anti-GFP Antikorper 
(Dianova) eine Stunde lang inkubiert. Die mit dem anti-GFP Antikorper 
inkubierten Membranen wurden gewaschen und anschlieBend mit 
sekundarem Meerrettich-Peroxidase gekoppelten anti-Kaninchen 
Antikorper (Amersham Pharmacia) inkubiert. Zur Visualisierung der 
Proteinbanden wurde ein ECL Chemilumineszenz-Substrat (Pierce). 

Imaging und Quantifizierung: Proben wurden mit einem konfokalen 
Mikroskop (Leica TCS SP2) analysiert. Durch ein sequentielle 
Abrasterung benachbarter Bildfelder wurden mehrere zellulare 
Bildaufnahmen fur jede Probe erhalten. Aufgrund der zu erwartenden 
Schwankungen der Proteinexpression in transienten 

Transfektionsexperimenten wurde vor der Bildanalyse eine Auswahl der 
zu aufzunehmenden Zellen getroffen. Die Uberexpression eines Proteins 
kann zu einer schnellen Sattigung der Anreicherung des Proteins in 
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einem entsprechenden Kompartiment fiihren, so dass es auch zu einer 
unerwunschten Anreicherung des Proteins in benachbarten 
Kompartimenten kommen kann. Aus diesem Grund wurden nur solche 
Zellen berucksichtigt, deren Fluoreszenzintensitat unterhalb eines 
definierten Schwellenwertes fur beide Fluorophoren lag. Ebenso fanden 
nur solche Zellen Berucksichtigung, die eine vergleichbare 
Expressionsrate beider Proteine aufwiesen. Diese Expressionsraten 
wurde mittels eines Quotienten der GFP- und Cy5- 
Fluoreszenzintensitaten im Kern und im Zytoplasma bestimmt. In jedem 
Experiment wurden mindestens 50 Zellen analysiert, die die gegebenen 
Auswahlkriterien erfiillten. Eine Fokussierung auf die Equatorialebene 
des Zellkerns und die Festlegung der Kompartimentgrenzen innerhalb 
derer die Bildanalyse erfolgen sollte, wurde durch die Cy5-Farbung des 
Kernlokalisierungssignal-tragenden Proteins ermoglicht. Die Zytoplasma- 
Flache wurde durch zwei eng beieinander liegende Ringe in der Nahe der 
Grenze zum Zellkern definiert. Sowohl fur das GFP- als auch fur das 
Cy5-Signal wurde die durchschnittliche Fluoreszenzintensitat pro Flache 
gemessen und daraus die prozentuale Intensitat des Kernsignals 
ermittelt. 

Die zur Durchfiihrung der hier beschriebenen Experimente notwendigen 
molekularbiologischen Methoden sind dem Fachmann bekannt (siehe 
Sambrook und Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 2000). 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zurn Nachweis von Protein-Protein Wechselwirkungen in 
Expressionssystemen wie Zellen, wobei ein Protein I mit einem Protein 
II interagiert, wobei ein Transfer des Protein I in ein Zellkompartiment 
erfolgt, in dem sowohl Protein I als auch Protein II naturlicherweise 
nicht vorkommen, und bei Nachweis von Protein II in dem 
Kompartiment, in das Protein I transferiert wurde, eine 
Wechselwirkung zwischen Protein I und Protein II festgestellt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Zellkompartiment Nukleus, 
Endoplasmatisches Reticulum, Nukleolus, Lysosomen, Golgi-Apparat, 
Dictyosomen, Mitochondrien, Chloroplasten, Peroxisomes Vakuolen, 
Endosomen, ein periplasmatischer Raum oder eine Membran ist/sind. 

3. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 2, wobei der 
Transfer des Protein I durch eine Signalsequenz, bevorzugt durch eine 
Kernlokalisationssequenz, erfolgt. 

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, wobei die 
Wechselwirkung durch spektroskopische Detektion, 
Fluoreszenzdetektion, Colorimetrie oder Radiometrie nachgewiesen 
wird. 

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 4, wobei 
Protein II ein Exportsignal, insbesondere ein Kernexportsignal, 
aufweist. 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 5, wobei 
Protein II ein Fusionsprotein mit einem fluoreszierenden Protein, 
bevorzugt GFP, ist. 
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7. Assay unter Verwendung des Verfahrens nach mindestens einem der 
Anspruche 1 bis 6, wobei Substanzen hinzugefugt werden, die 
moglicherweise mit der Protein-Protein Wechselwirkung interferieren. 
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